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缩略词表 
 １
缩略词表 
 
英文缩写 英文名称 中文名称 
Amp Ampicillin 氨苄青霉素 
Cas CRISPR-associated CRISPR 相关 
CCD camera Charge-Coupled Device Camera 
电荷耦合元件图像
传感器 
cm Centimeter 厘米，长度单位 
CRISPR 
Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats 
成簇规律间隔的短回
文重复序列 
crRNA CRISPR RNA  
DBS a DNA double-strand break DNA 双链断裂 
DIC Differential Interference Contrast 微分干涉相差 
DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
Dpy Dumpy 短胖表型 
HA Homology arm 同源臂 
HR homologous recombination 同源重组 
HS Heat shock 热激 
GFP Green Fluorescent Protein 绿色荧光蛋白 
L Liter 升，体积单位 
L1 Larva 1 第一期幼虫 
L2 Larva 2 第二期幼虫 
L3 Larva 3 第三期幼虫 
L4 Larva 4 第四期幼虫 
LB Luria-Bertani culture medium 溶菌肉汤培养基 
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  缩略词表 
 
英文缩写 英文名称 中文名称 
lncRNA long non-coding RNA 长的非编码 RNA 
mL Milliliter 毫升，体积单位 
min Minute 分钟 
mm Millimeter 毫米，长度单位 
NGM Nematode Growth Medium 线虫生长培养基 
NHEJ non-homologous end joining 非同源末端插入 
PAM site Protospacer adjacent motif site 
前间区序列邻近基
序位点 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
Recombineeri
ng 
Recombination-mediated genetic 
engineering, 
重组酶介导的基因
工程 
RGN RNA-guided site-specific nuclease RNA 引导的序列特异性核酸酶 
RT-PCR Reverse transcription PCR 反转录 PCR 
RT-qPCR Real-time PCR 实时定量 PCR 
RNA RiboNucleic Acid 核糖核酸 
RNAi RNA interference RNA 干扰 
s Second 秒 
scRNA scaffold RNA 骨架 RNA 
sgRNA Small guide RNA 单链导向 RNA 
ssODNs Single-stranded,bridging oligonucleotides 单链寡聚核苷酸 
TALENs transcription activator-like effector nucleases 
类转录激活因子核
酸酶 
tracrRNA trans-activating CRISPR RNA 
反式激活 CRISPR 
RNA 
ZFNs zinc fnger nucleases 锌指核酸酶，锌指核酶技术 
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摘要 
CRISPR/Cas9 作为第三代人工核酸内切酶，由于其具有操作简单、靶位点广泛、
特异性强及效率高的优势，很快成为基因编辑不可或缺的工具，被广泛应用于多种
生物。 
模式生物秀丽隐杆线虫寿命短、结构简单、便于实验观察和操作，常被用来研
究不同蛋白质在寿命调控和对不同环境压力的应激反应中的作用机制。秀丽隐杆线
虫中 AMPK 蛋白，14-3-3 蛋白和 HSP70 蛋白等多种蛋白质可能参与抵抗外界压力
的过程，鉴于它们在进化过程中的保守性，对它们功能的深入研究将有助于认识其
他物种中应激反应的调控机制。秀丽隐杆线虫中 aak-1 和 aak-2 分别编码 AAK-1 与
AAK-2 蛋白，均为 AMPK 蛋白 α 亚基；ftt-2 编码 FTT-2 蛋白，为两个 14-3-3 蛋白
中的一个；f44e5.5/f44e5.4 是两个紧邻的基因，编码序列完全相同，编码秀丽隐杆线
虫 9 个 HSP70 蛋白中的两个。本研究试图通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术获得这
些基因的突变体，以便研究它们在应激反应中的功能。 
首先，利用实验室前期构建的 sgRNA 有效性检测系统，来检验对非必需基因
aak-1，aak-2，ftt-2，f44e5.5/f44e5.4 进行基因编辑的 sgRNA 的有效性。针对每个基
因先选择两个 sgRNA，分别位于基因的 5'端和 3'端，经检测有效后再用于构建突变
体。接下来将识别同一基因的两个 sgRNA、带有 Cas9 编码序列的质粒以及标记基
因共同显微注射到秀丽隐杆线虫的性腺中。如果导入的外源 Cas9 对性腺细胞的基因
组 DNA 进行了双 sgRNA 引导的切割，就有可能通过 PCR 筛选到带有缺失片段的
F1 代突变个体，并通过跟踪其后代中缺失片段的稳定传代来确认获得了突变体。为
提高对突变体的筛选效率，本研究采取了两种策略：Co-CRISPR 的方法以及将
Co-CRISPR和 sgRNA有效性检测系统结合起来的方法。实验数据表明将Co-CRISPR
和 sgRNA 有效性检测系统结合起来比 Co-CRISPR 能更有效地富集基因编辑事件。
最后，对实验中所获得的突变体：aak-2(xmu2)，f44e5.5(xmu3)，dpy-13(xmu7)，f44e5.5 
f44e5.4(xmu4)进行了热抗性的分析，结果显示 aak-2(xmu2)突变体热抗性明显下降，
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
 ２ 
 
与先前的结果一致，而 f44e5.5/f44e5.4 的单突变或双突变的热抗性都没有发生明显
的变化。本研究结果为秀丽隐杆线虫中 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑提供了有益的
借鉴和指导。 
 
关键词：秀丽隐杆线虫；CRISPR/Cas9；sgRNA 有效性；基因编辑 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
１ 
 
 
Abstract 
As the third generation of artificial endonuclease, CRISPR/Cas9 system has some 
advantages: it is easy to use and has a wide range of targets, it also has target specificity 
and a high efficiency. In the past few years, CRISPR/Cas9 system has become a powerful 
tool for genome editing and it has been widely used in various organisms. 
As a model organism, Caenorhabditis elegans (C. elegans) is small, transparent for 
ease of manipulation and observation, and has a short lifespan and simple structure. As a 
result, C. elegans is often used to study the mechanisms of lifespan regulation and stress 
response. It was known that in C. elegans, AMPK, 14-3-3 and HSP70 proteins are likely 
to participate stress response. Given these proteins are highly conserved in evolution, 
studying their function will help to understand the regulation mechanism of stress 
response in other species. AAK-1 and AAK-2 proteins encoded by aak-1 and aak-2 are α 
subunits of AMPK; FTT-2 encoded by ftt-2 belongs to one of two 14-3-3 proteins in C. 
elegans; f44e5.5/f44e5.4 are two adjacent genes which encode two identical HSP70 
proteins in C. elegans. In this study, we attempted to obtain aak-1, aak-2, ftt-2, 
f44e5.5/f44e5.4 mutants by using CRPIPR/Cas9 mediated genome editing for studying 
their function in stress response. 
First of all, we utilized the sgRNA efficiency testing system constructed by our 
laboratory to assay the effectiveness of sgRNAs used for editing following nonessential 
genes: aak-1, aak-2, ftt-2, f44e5.5/f44e5.4 in C. elegans. We designed two sgRNAs for 
each gene and tested their effectiveness. One of two sgRNAs locates at the 5' end of gene 
and another one locates at the 3' end. Next, we coinjected two sgRNAs, the plasmid with 
Cas9 coding sequence along with the marker gene into the gonad of C. elegans. If the 
exogenous Cas9 guided by dual sgRNAs could cut the genomic DNA in germ cells, it 
would be possible to obtain F1 mutants with deletion, which can be screened by PCR. 
And we tracked the deletion in F2 worms to confirm that we got stable mutants. In order 
to increase screen efficiency, we used two strategies: Co-CRISPR strategy and the 
strategy of combining Co-CRISPR and the sgRNA efficiency testing system. Our results 
showed that the combination of Co-CRISPR and the sgRNA efficiency testing system 
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could enrich gene editing events compared to Co-CRISPR. Finally, we analyzed 
thermotolerance of aak-2(xmu2), f44e5.5(xmu3), dpy-13(xmu7), f44e5.5 f44e5.4(xmu4) 
mutants. Data showed that the heat resistance of aak-2(xmu2) has decreased significantly 
inconsistent with previous studies, while the heat resistance of f44e5.5/f44e5.4 single or 
double mutants did not have obvious change. In conclusion, this study provided useful 
guidance to genome editing mediated by CRISPR/Cas9 in C. elegans. 
 
Keywords: C. elegan; CRISPR/Cas9; sgRNA effectiveness; genome editing  
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
前言 
 1
前言 
1 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术 
1.1 CRISPR/Cas9 的来源和研究历史 
1987 年，日本大阪大学(Osaka University)在对 K12 大肠杆菌编码碱性磷酸酶的
iap 基因进行研究时，发现有一小段特殊的 DNA片段存在于其基因编码区域的附近，
该片段是由一些简单的重复序列相互间隔串联而成，而且其两端还存在一段不太长
的特有序列[1]，这种特殊的片段于 2002 年，被科学家命名为 CRISPR(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats)[2-4]。这就是后来被发现广泛存在于细菌
和古生菌中的自身免疫系统 CRISPR/Cas(CRISPR-associated)系统[5, 6]。 
CRISPR/Cas 系统是细菌的一种抵御外来病毒入侵的获得性免疫系统，是保护细
菌和古细菌细胞免受噬菌体或外源遗传物质侵害的一种保护机制[7-12]。CRISPR/Cas
系统广泛的存在于细菌和古生菌中，大约三分之一的已被测序的细菌和 90%的古生
菌的基因组或质粒中存在至少一个 CRISPR 基因座，即其具有 CRISPR/Cas 系统[8, 13, 
14]。CRISPR/Cas 系统可分为 TypeⅠ、TypeⅡ、TypeⅢ三种不同类型(图 1)[8, 15, 16]，
这三种不同的类型不同的亚型[15, 16]，CRISPR/Cas9 属于其中的 TypeⅡ系统[9]，是目
前应用最广泛的系统。 
 
 
图 1 三种不同类型的 CRISPR/Cas 系统[15, 16] 
Figure 1 Three different types of CRISPR/Cas systems[15, 16] 
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CRISPR 在被发现之初并没有引起科学家们的重视，并且由于信息和技术的限
制，发展非常缓慢。直到 2005 年，三个不同的科研小组(法国的两个不同小组和西
班牙的一个小组)均发现 CRISPR 的间隔序列(spacer)与宿主细菌的染色体外的遗传
物质存在着高度的同源性，故推测 CRISPR 的功能可能与细菌抵抗外源遗传物质入
侵的免疫系统有关[17-19]。2007 年，CRISPR/Cas 系统被首次发现和证明可能被细菌
用于抵御外界噬菌体的入侵[7]。2008 年，CRISPR/Cas 系统的功能首次利用实验被
证明，发现了细菌 CRISPR/Cas 系统能阻止外源质粒的转移[20]，由此 CRISPR/Cas
系统的作用机制得以被进一步研究。2012 年，CRISPR/Cas9 系统被报道能在体外实
验中对 DNA 进行 “定点”进行切割[21]，表明 CRISPR/Cas9 系统作为基因编辑工
具的巨大潜力。2013 年初，CRISPR/Cas9 系统成功的对人类细胞和小鼠细胞中的基
因进行了定点编辑[22]，由此 CRISPR/Cas9 系统成为基因编辑和研究的热点。 
1.2 CRISPR/Cas9 的结构 
CRISPR/Cas 基因座结构相对简单，其基本结构由一个能够编码 Cas 蛋白的基因
编码区即操纵子和一个 CRISPR 重复间隔序列组成 [16]。图 2 为产脓链球菌
(Streptococcus pyogenes SF370) CRISPR/Cas9 基因座的结构，是一个典型的 TypeⅡ
CRISPR/Cas 基因座。可以看出 CRISPR/Cas 的基因座结构可从 5'端到 3'端分为三部
分[8, 16, 23, 24]：5'端为 tracrRNA(trans-activating crRNA)基因编码区；中间区域为一系
列编码 Cas 蛋白的基因编码区，可编码包括 Cas9 蛋白在内的各种 Cas 基因；3'端为
典型的 CRISPR 基因座，由启动子区域和 CRISPR 重复间隔序列组成，众多长度相
近的间隔序列(spacers)和一系列短而高度保守的正向重复序列(repeats)按照一定的
顺序排列组成 CRISPR 重复间隔序列[15]。 厦
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图 2 产脓链球菌(Streptococcus pyogenes)CRISPR/Cas9 基因座结构示意图[8] 
Figure 2 The structure of CRISPR/Cas9 gene in Streptococcus pyogenes[8] 
 
用于基因编辑的 CRISPR/Cas9 系统是经过简化改造后的 CRISPR/Cas 系统，结
构更加简单(图 3，5)。在细菌或古生菌中 CRISPR/Cas 基因座结构中 5'端 tracrRNA
基因编码区表达 tracrRNA，3'端 CRISPR 基因座表达前体 crRNA(precursor CRISPR 
RNA，pre-crRNA)，前体 crRNA 经转录后加工成为成熟的 crRNA，即 tracrRNA 与
crRNA 的表达是分开进行的，而用于基因编辑的 CRISPR/Cas9 系统将其简化为只表
达一个小的单链 gRNA(small single strand guide RNA，sgRNA)的结构[25]，sgRNA 既
含有一个引导序列类似于 crRNA 可与靶基因序列互补，又含有一个支架序列类似于
tracrRNA 可与 Cas9 蛋白结合[26]。故用于基因编辑的 CRISPR/Cas9 系统只含有可表
达 Cas9 蛋白和单链 sgRNA(small guide RNA)的两部分结构(图 3，5)，又被称为双元
件 CRISPR/Cas9 系统[27]。 
 
图 3 用于基因编辑的双元件 CRISPR/Cas9 系统示意图[27] 
Figure 3 Two-component CRISPR/Cas9 system for genome editing[27] 
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